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A synthetic particulate vector is disclosed and is characterized in that it has selective tropism for a type of cell and that it 
comprises: a non liquid hydropbilic nucleus, a first layer or crown of a lipid nature linked to the nucleus by covalent bonds, a sec- 
ond layer or external film of phospholipids linked to the fits layer by hydrophobic interactions, B apolipoprotein molecules att- 
ached to the phospholipid layer. A method of preparing said vector and a pharmaceutical composition containing it are also dis- 
closed. 

(57)Abrtge 

La presente invention concerne un yccteur paiticubire synthctique, caracterise en cc qu'il possede un tropisme selcctif pour 
un type de cellules et en ce qu'il comporte: un noyau hydrophile non liquide; une premiere couche ou couronne de nature lipidi- 
que liee au noyau par des liaisons covalentes; une seconde couche ou feuillet externe de phospfaolipides lice 4 la premiere couche 
par des interactions hydrophobes; des molecules d'apolipoproteine B greffees sur la couche de phospholipides. EUe concerne 
egalement un procede de preparation d'un tel vecteur, ainsi qu'unc composition phannaceuttque le contenant 
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VECTEUR PARTICULAIRE A TROPISME 5ELECTIF, PROCEDE DE 
PREPARATION ET COMPOSITION PHARMACEUTIQUE 

La presente invention se rapporte a un vecteur partjculaire 
synthetique possedant une structure biomimetique calquee sur celie des 
iipoproteines de basse densite (Low Density Lipoproteins ou LDL). Ce type 
de vecteur possede trois proprietes fondamemales : 
5 1) c'est un systeme de delivrance intraceilulaire de principe actif 

2) il possede une capacite de ciblage de certains types de cellules en 
particuiier des cellules tumorales ou des macrophages 

3) c'est uh systeme de vectorisation particulate systemique capable de 
diffuser dans tout I'organisme. 

10 Lors de ('administration systemique d'uri medicament, la 

proportion atteignant eff ectivement la cible est souvent faible. Ceci est dO 
a la conjugaison de plusieurs facteurs : 

1) les produits administres ont frequemment une stabilite limitee dans 
rorganisme et notamment dans la circulation sanguine. lis sont done 

15 degrades ou complexes par des proteines avant d'atteindre leur cible et 

perdus pour I'effet therapeutique souhaite. . 

2) ils ne sont pas toujours capables de franchir efficacement les 
membranes celiulaires. Ceci presente un inconvenient majeur dans le 
cas ou le site d'actidn vise est situe a Tinterieur de la cellule puisqu'il 

20 va failoir maintenir une concentration plasmatique tres elevee et sur 

une tongue periode pour pouvoir atteindre une concentration 
intraceilulaire efficace. 

3) la specificite d'action de la molecule est generalement faible* Ceci se 
traduit a nouveau par la necessite d'administrer de fortes doses de 

25 medicaments afin qu'une quantite suffisante atteigne ie site d'action 

recherche pour I'activite therapeutique. II en re suite une activite en 
une multiplicity de sites de I'organisme et Papparition d'effets 
secondaires indesirabies- 

C'est pourquoi il est particuiierement interessant de disposer 

30 d'un moyen de proteger ie medicament apres son administration dans 
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rorganisme et de lui permettre d'exercer son action a 1'interieuf des 
cellules sur lesquelles on desire que la molecule agisse. II serait ainsi 
possible d'augmenter de facon significative i'efficacite de molecules 
biologiquement actives a proprietes pharmacolbgiques, notamment de 
5 medicaments antiparasitics, antimicrobiens, antiviraux ou anticancereux. 

Ciblaees des r»Hules cancer ^ uses oar des medicaments cytotoxiques 

L'utUisation en clinique humaine de medicaments cytotoxiques 
10 est en effet limitee par leur incapacite a distinguer les cellules normales 
des cellules tumorales. Cette incapacite et leur importante toxicite 
representee un probleme majeur du traitement des affections cancereuses. 
Ainsi tout moyen permettant d'augmenter la fraction de principes- actifs 
atteignant la masse tumorale est du plus grand interet. Parmi ces moyens, 
15 on peut evoquer ^incorporation de medicaments cytostatiques dans des 
maeromolecules servant de "transporteurs" et choisies pour leur capacite de 

ciblage des cellules tumorales. 

Malgre quelques resultats partiels encdurageants, aucun de ces 
vecteurs ne semble, a ce jour, avoir fait la preuve d'une reelle efficacite en 
20 dinique humaine, et de nombreux problemes restent a resoudre, notam- 
ment : 

- .le piegeage des transporteurs par le systeme reticuloendo- 
thelial (SRE) 

- le relargage du prindpe actif au niveau de la cible 
25 - les reactions immunitaires vis-a-vis du vecteur 

Cihiage des macrophages par ^ medicaments antiparasitaires, anti, 
microbiens ou antiviraux 

30 ii existe de nombreuses affections dans lesquelles I'agent 

pathogene se multiplie ou survit a 1'etat latent de facon intracellular 
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dans les 'macrophages. Le role de ces derniers est normalement de 
phagocyter ces agents pathogenes et de les detruire. Cependant un certain 
nombre des microorganismes a evolue de fa^on a echapper aux systernes 
lytiques des macrophages : secretion d'inhibiteurs d'enzymes lytiques, 
inhibiteurs de radicaux libres, inhibition des enzymes lytiques par 
alteration du pH intraceliuiaire, biosynthese d'enveloppes resistants aux 
enzymes, etc— La localisation intraceliuiaire de ces microorganismes leur 
permet d'eviter d'Stre neutralises par les antieorps circulants et d'etre 
proteges de Paction des medicaments ne diffusant pas dans le milieu 
celiuiaire. [.'eradication de ces affections intracelluiaires est done tres 
difficile avec des traitements tres longs, peu ef ficaces et de nombreux cas 
de rechute. 



Delivran ce intraceliuiaire de molecules biologjquernent actives 

II existe un certain nombre de molecules qui possedent une 
tres grande specificite d'action mais dont 1'utilisation en tant que 
medicament est iimitee soit par leur instabilite dans le milieu plasmatique 
soit par leur incapacite a diffuser dans le milieu celiuiaire. 

L'interSt potentiel therapeutique de ces molecules et leur 
specificite d'action est facilement demontre et mis en evidence sur des 
modeles in vitro . Maiheureusement cet interSt n'est pas conf irme in vivo 
par suite des difficultes que nous avons evoquee? precedemment. II existe 
de tres nombreux produits appartenant a cette categorie, notamment des 
peptides, des protein es et des oligonucleotides. 

Parmi les candidats les plus interessants capables d'assurer 
l'ensemble de ces fonctions de transports, de delivrance et de ciblage, les 
lipoproteines de basse densite (Low Density Lipoproteins ou LDL) se 
distinguent par une serie de proprietes remafquables. 
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Les LDL, principaux transporters du cholesterol plasmatique, 
sont les lipoproteines les plus sollicitees dans 1'apport de cholesterol 
exogene aux cellules. Celles-ci, constitutes d'un noyau apolaire de 
triglycerides et d'esters de cholesterol, comportent en peripheric une 
5 monocouche de phosphoiipides, de cholesterol libre et d'apoliproteine B. 
Par leur tailie de 2Gnm, celles-ci sont capables de diffuser de fagon 
systemique dans tout Torganisme pour atteindre chaque cellule individuel- 
iement. 

Les cellules incorporent les LDL en partieulier par un 
10 mecanisme qui met en cause un recepteur membranaire specif ique de haute 
affinite. Apres fixation au recepteur, plusieurs mecanismes autofegules par 
la cellule aboutissent a une degradation par des enzymes lysosomales des 
LDL ainsi internaiisees, ce qui a pour effet de liberer le cholesterol 
directement utilisabie pour la cellule. 
15 L'utilisation de ce systeme de transport permet done, a 

condition bien sQr de pouvoir incorporer des quantites stiffisantes de 
medicament a 1'interieur des LDL, d'assurer une protection des principes 
actifs dans ie milieu plasmatique et leur delivrance a i'interieur du milieu 
cellulaire. 

20 Par aiileurs, bien que pratiquement toutes les cellules 

expriment des recepteurs aux LDL, il existe des differentiels d^xpression 
qu f ii est possible d'utiiiser et m£me dans certains cas de magnifier pour 
parvenir a assurer un ciblage par captation ou par decharge pref erentieiies. 
Les differentiels d'expression interessants peuvent etre negatifs ou positifs. 

25 Par exempfe, on peut citer le tissu cardiaque et le tissu renal 

qui presentent une faible expression de recepteurs aux LDL, ce qui est tres 
interessant etant donne la susceptibilite de ces tissus a de nombreux 
medicaments. Bien que les cellules du systeme nerveux central presentent 
des recepteurs aux LDL, celles-ci ne sont pas capables de franchir la 

30 barriere hemato-meningee. La vectorisation par les LDL permet done 
d'obtenir une decharge de ces trois organes. 



35 



WO 92/21330 



5 



PCT/FR92/00506 



Parmi les tissus presentant un differentiel d'expression de 
recepteur aux LDL positif, on peut mentionner, au niveau physioiogique r le 
tissu hepatique et, au niveau physiopathologique, le tissu tumoral. 

Dans ce dernier cas> H a ete demontre que Jes cellules 
5 tumorales grSce a leur activite proliferative et 1'alteration de leur systeme 
de regulation du cholesterol presentent a la surface de leur membrane un 
plus grand nombre de recepteurs aux LDL que les cellules saines 
correspondantes et captent de ce fait davantage de LDL (voir par exempie 
Biochemica Biophysica Acta 1003 (1989) 301-306), 

10 Des travaux ont ete publies sur I'utilisation des LDL comme 

vecteur d'agents cytotoxiques. Diff6rentes techniques d'incorporation ont 
ete decrites, du simple contact lipoproteine/principe actif cytotoxique au 
greffage covalent sur J'apoB. Les complexes ainsi obtenus conservent leur 
capacite d'Stre specifiquement reconnus par le recepteur membranaire de 

15 haute af finite et presentent un metabolisme in vivo chez la sour is identique 
a ceiui des LDL natives* 

Par ailleurs les LDL subissent a la longue une oxydation qui 
modif ie leur reconnaissance. Les LDL oxydees ne sont plus reconnues par le 
recepteur cellulaire a Tapolipoproteine B100/E mais par contre sont 

20 reconnues specifiquement par un autre recepteur situe sur les macrophages. 
II est done possible gr&ce aux LDL oxydees de cibler specifiquement le 
macrophage. ( Les proprietes de phagocytes du macrophage font qu'il n'est 
pas tres difficile de veetoriser un principe actif vers les macrophages du 
SRE puisque n'importe quelle particule administree par voie intraveineuse 

25 sera recohnue comme etrangere a I'organisme et phagocytee tres 
rapidement. Toutef pis les particules doivent posseder une taille suffisam- 
ment importante ( lOOnm) pour pouvoir §tre phagocytees efficacement et 
ces tailles sont incompatibles avec une bonne diffusion systemique. 

L'utilisation de particules de diametre superieur a lOOnm 

30 permet done de cibler les macrophages du SRE qui sont facilement 
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Ces vecteurs sont constants a partir de particules de Bio 
Vecteurs Supra Moleculaires (BVSM) qui font i'bbjet des demandes de brevet 
EP JM 040 et FR 91 06743. 

Ces BVSM ont une taille comprise entre 15 et 25nm. 
5 Le noyau hydrbphile non liquide sera essentiellement un 

polymere hydrophile, de preference un polysaccharide biodegradable, choisi 
dans ie groupe comprenant le dextrane, l'amidon et la cellulose et ieurs 
derives. 

Une premiere couche lipidique est liee au noyau polysaccha- 
10 ridique de 20nm de diametre. Cette premiere couche est fixee par 
acylation regioselective d*acides gras en peripheric des noyaux de 
polysaccharides reticules. 

La seconde couche 6u feuillet externe est constitute de 
phospholipides identiques a ceux presents dans les LDL. 
15 Le greffage de l'apolipoproteine B est une etape delicate dans 

la synthese de ces vecteurs. En effet I'apoB est une proteine hydrophobe et 
susceptible de s'agreger aisemeht par Pintermediaire de ponts disulfures 
covalents. Cette agregation est irreversible et denature completement la 
proteine qui n'est alors plus reconnue par ie recepteur specifique. II faut 
20 done isoler et greffer I'apoB dans des conditions tres douces et non-dena- 
turantes. Nous avons choisi deux strategies : 

- isolement de I'apoB seule en presence de detergent : le 
detergent permet de solubiliser I'apoB en solution aqueuse 
dans des conditions non-denaturantes et celle-ci est 

25 transferee des micelles de detergent sur les BVSM par 

dialyse du detergent 

- isolement de I'apoB avec son environnement phospholi- 
pidique: TapoB avec le feuillet phospholipidique des LDL, 
partiel ou complet, est greff ee sur des BVSM plus ou moins 

30 riches en phospholipides 

Ce type de vecteur peut servir au ciblage d'autres types de 
cellules moyennant de legeres modifications. 
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En effet des modifications mineures de I'apoB changent le 
type de recepteur capable de reconnaitre les LDL et ie greffage de 1'apoB 
modifiee a la surface de vecteurs permet de cibler specifiquement d'autres 
types de cellules. 

5 La presente invention concerne egalement un vecteur 

particuiaire repondant a la definition ci-dessus et dans iequel les molecules 
d'apolipoproteine B sont acetylees, oxydees et/ou ont subi tout type de 
modifications chimiques. Ce type de vecteur presente un tropisme selectif 
pour les macrophages. II trouvera une application particuiierement 
10 interessante dans les affections impliquant ces cellules : infections virales, 
parasitoses, bacterioses intracellulaires. 

La presente invention concerne un vecteur particuiaire tel que 
defini precedemment et caracterise en ce que Ie noyau hydrophiie comporte 
en outre un principe actif. 
15 En effet, pour ne pas perturber le mecanisme de recon- 

naissance ceilulaire par une modification des proprietes du surface de la 
particuie, les principes actif s sont charges a Tinterieur du noyau 
polysaccharidique, 

Selon le type de vecteur choisi, Ie principe actif sera dirige 
20 vers un type de cellules T>ius particuiierement. 

C'est ainsi que la presente invention concerne un vecteur 
particuiaire tel que defini precedemment et caracterise en ce que le 
principe actif est choisi de preference dans le groupe comprenant des 
medicaments anticancereux, reversants de resistance aux medicaments 
25 anticancereux, immunomodulateurs, oligonucleotides, ARN messagers 
anti-sens, hepatoprotecteurs, inhibiteurs de HMGGoA reductase. 

Selon Pun des aspects preferes de l'invention, ie principe actif 
anticancereux est un agent intercalant choisi dans le groupe des 
anthracyclines, et plus particuiierement parmi l'adarubicine, I'epirubicine, 
30 ia daunorubicine, la doxorubicine et la zorubicine. 

Elle concerne egalement un vecteur particuiaire tel que defini 
precedemment et caracterise en ce que le principe actif est choisi dans le 
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groupe comprenant antiviraux, antibacteriens, antifongiques, antipara- 
sitaires, antiSIDA. 

Les principes actifs appartenant a ce dernier groupe seront de t 
preference encapsuies dans des vecteurs ayant un tropisme pour Jes 
5 macrophages, ces vecteurs portant des apolipoproteines B acetyJees et/ou 
oxyde.es. 

La structure des vecteurs particulates leur permet d'encap- 
suler pratiquement n'importe quelle molecule. 

La presente invention concerne egaJement un procede de 
10 preparation d'un vecteur particulate synthetique possedant un tropisme 
selectif pour un type de cellules caracterise en ce que : 

a) on prepare des vecteurs comportant un noyau hydropbile, 
une premiere couche de lipides et une deuxieme couche de 
phosphblipides, 

* 5 Won encapsule un principe actif a I'interieur du noyau 

hydrophile, 

c)on greffe sur la couche phospholipidique des molecules 

d'apolipoproteine B purifiee a partir de LDL. 
La taille des vecteurs ainsi obtenus est de Tordre de 20nm. 
20 L^tape c) peut notamment Stre reaiisee par la technique de 

diaiyse de detergent a partir d^polipoproteine B solubilisee sous forme de 
micelles. Le detergent utilise est de preference choisi dans le groupe des 
detergents dialysables: desoxycholate de sodium, octyl-B, Dglucopyran- 
ndside— 1 

25 L^pplipoproteine B est effectivement presente sur ces 

vecteurs et possede des proprietes physico-chimiques identiques sur ces 
vecteurs et sur les LDL. 

Le metabolisme deis vecteurs synthetiques selon i'invention a 
ete suivi par marquage a I'iode radioactif, par immunofluorescence 

30 indirecte et par microscopie electronique de transmission. 

On a ainsi pu demontrer que 1'apoB est bien ancree sur les 
vecteurs selon i'invention et qu'elie est bien reconnue en tant que telle par 
le recepteur a apoB de ceiJuies-modeies* Le metabolisme des vecteurs selon 
I'invention est comparable a celui des LDL naturelles. 
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La presente invention se rapporte egalement a une compo- . 
sition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comporte un vecteur 
particulate synthetique a tropisme selectif et un support acceptable pour 
son administration. 

5 

Les exemples qui suivent sont destines a iliustrer Tinvention 
sans aucunement en limiter la portee. 

Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes : 
10 FIGURE I t Visualisation en microscopie electronique de PapoB sur Jes 
vecteurs particulaires par reaction de Thierry. 
FIGURE 2 : Detection de I'apoB sur les vecteurs particulaires par des 

anticorps monoclonaux. ' 
FIGURE 3 : Visualisation du metabolisme des vecteurs particulaires selon 
15 ^invention. 

EXEMPLE 1 : PREPARATION DES NOYALPC DE POLYSACCHARIDES 
RETICULES A PARTIR D'UN AMYLOPECTINE 

20 Dans un reacteur de 51 muni d f un piege a soude, on melange 

500g d f amylopectine avec 31 de soude 2N. Lorsque la solution est 
homogene, on verse 12ml d'epichlorhydrine tout en agitant vigoureusement. 
Le melange reactionnei est encore agite pendant lh puis laisse reposer 
pendant une. nuit. 

25 On obtient un gel elastique et friable. Ce gel est mis en 

suspension dans 101 d'eau et neutralise par de 1'acide chlprhydrique 
concentre et broye mecaniquement avec un appareil a helice (type Waring 
Blendor) af in d'obtenir des particules de queiques dizaines de microns de 
diametre. 

30 Le gel obtenu est ensuite lave par filtration sur bdchner ou 

centrifugation et seche par lyophilisation. 
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EXEMPLE 2 : PREPARATION DE NOYAUX DE POLYSACCHARIDES 
RETICULES ACIDES : FONCTIONNALISATION PAR 
L'ACIDE SUCCINIQUE 

5 500g de gel polysaccharidique obtenu precedemment sont 

disperses dans 51 d ? eau distillee et le pH est ajuste a 8,5 par NaOH et 
maintenu a cette valeur par Pintermediaire d'un pHstat. La temperature est 
maintenue au-dessous de 10°C. On ajoute sequentiellement alors 42g de 
monochlorure de l'acide suocinique de fa?on a maintenir le pH autour de 8 
10 et la temperature en-dessous de 10°C. Lorsque tout le chlorure est ajoute, 
la suspension est encore agitee pendant lh en la laissant revenir a 
temperature ambiante, Le gel obtenu est lave par filtration sur buchner ou 
par centrifugation puis seehe par lyophilisation. 

On obtient 500g d^ gel presentant un taux de substitution de 
15 0,05 equivalent par sucre determine par titration. 

Par suite de la repulsion existant entre les charges de meme 
signe, les substituants ioniques sont repartis de fa$on homogene dans ie 
volume du gel. 

Le taux de substitution ionique peut etre facilement ajuste en 
20 augmentant la quantite stoechiometrique de monochlorure de i'acide 
succinique par rapport a la matrice polysaccharidique. 



25 Rapport monochlorure/matrice PS 


0,25 


0,33 


1 


taux de substitution 


0,13 


0,17 


0,48 


30 
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500g de gel obtenu precedemment sont disperses dans 51 d'eau 
distil lee et homogeneises au moyen d'un homogeneisateur Rannie 12-51 H. 
La pressipn d'homogeneisation est de 900 bars et le debit de 80i/h. 

On obtient une suspension fluide de nanoparticules de 
5 polysaccharides reticules acides dont la taille, mesuree par un nanosizer 
Coulter N4MD, est centree autour de 20nm. Les nanoparticules sont alors 
sechees a I'aide d'un atomiseur Buchi 190 en presence de 5% de -NH^HCOy 
La concentration des particuies est de 5%, la temperature de 1'air de 
sechage est de 200°C 

10 

EXEMPLE » ; PREPARATION DE LA COURONNE LIPIDIQUE 

lOOg de nanoparticules atomisees de diametre moyen 20nm, 
obtenues precedemment> sont mis en suspension dans 500ml de dichloro- 
15 methane anhydre. On ajoute ensuite 50g de chlorure d'acide palmitique et 
50g de carbonate de soude sec. L'ensembie est laisse sous forte agitation a 
reflux et a i'abri de Thumidite pendant *8h. 

Le dichloromethane est alors evapore et ies particuies acyiees 
sont lavees d'abord par un melange acide acetique 2% / methanol (10/90) 
20 puis 2 fois par du methanol. Entre chaque lavage, ies particuies sont 
recuperees par centrifugation. 

Les particuies sont finaiement obtenues a I'etat sec par 
evaporation du methanol a l'evaporateur rotatif sous pression reduite* Le 
taux de greffage d'acide gras sur les noyaux polysaccharidiques est 
25 determine par la methode de Lauwerys et est de 10% en poids. 

EXEMPLE 5 ; ETABLISSEMENT DU FEU1LLET PHOSPHOLIPIDIQUE 
EXTERNE 

30 lg de particuies ioniques acyiees obtenues precedemment 

(20nm / 0,05 ligand ionique par unite glucose / 10% d'acide palmitique) est 
disperse dans 5ml d'ethanol. La suspension resultante est injectee a I'aide 
d'une seringue dans une suspension de liposomes unilameliaires realisee a 
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partir d'un gramme de phosphoiipides (lecithines de jaune d'oeuf purifiees- 
Stgma Chemical Company) et 100ml d'eau distil lee. Les liposomes sont 
prepares par la methode classique du ballon puis soniques Ih au bain pour 
obtenir des liposomes uniiamellaire. 

5 

EXEMPLE 6 : PREPARATION DES NOYAUX DE POLYSACCHARIDES 
RETICULES A PARTIR D'AMIDON SOLUBLE 

Dans un reacteur de 51 muni d'un piege a soude, on melange 
10 500g d'amidon soluble (Prolabo) avec 21 de soude 2N. Lorsque la solution 
est homogene, on verse 12ml d'epichlorhydrine tout en agitant vigoureu^ 
sement. Le melange reaetiorinel est agite pendant lh et puis laisse repose 
pendant une nuit. 

On obtient tin gel elastique qui est mis en suspension dans 101 
15 d'eau et neutralise par de 1'acide chlorhydrique concentre. Ce gel est 
ensuite broye mecaniquement avec un appareil a helice (type Waring 
Blender) afin d'obtenir des particules de quelques dizaines de microns de 
diametre. 

Le gel obtenu est ensuite lave par filtration sur bOchner ou 
20 par centrifugation et seche par lyophilisation. 

EXEMPLE 7 : FONCTIONNALISATION PAR L'ACIDE PHOSPHORIOUE 

500g du gel polysaccharidique obtenu seloo I'exemple 6 sont 
25 suspendus dans 2 litres de soude 2M et refroidis a 0°C. On ajoute 
progressivement sous agitation 2*0g d'oxychlorure de phosphore (POC13, 
1,55 mol) et 550ml de NlaOH 10M de fa^on a ce que les deux reactifs soient 
ajoutes de fagon simultanee. La temperature est maintenue en-dessous de 
10°C. Apres la fin de l'addition, le melange est agite encore pendant deux 
*0 heures en le laissant revenir a temperature ambiante. Le melange est 
ensuite neutralise par Pacide chlorhydrique, filtre sur bOchner et lave avec 
de Peau distillee jusqu'a neutralite. 
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On obtient apres lyophiiisation 550g (rdt. 91%) de gel ionique. 
Le taux de greffage est determine par titration a la soude 0,1N avec la 
phenolphtaleine comme indicateur. On trouve 1,5 mEq de charges negatives 

par gramme de gel. 
5 I 

EXEMPLE 8 : OBTENTION DE NQYAUX POLYSACCHARIDIOUES PHOS- 
PHORYLES DE 20nm DE DIAMETRE 

lOOg du gel phosphoryle obtenu selon Pexemple 7 sont 
1° disperses dans 101 d'eau distillee et homogeneises au moyen d'un 
homogeneisateur Rannie 12-51 H. La pression d'homogeneisation est de 900 
bars et le debit de SO 1/h. 

On obtient une suspension fluide de nanoparticules de 
polysaccharides reticules acides dont la taiiie, mesuree par un nanosizer 
] 5 Coulter N4MD, est centree autour de 20nm. Les nanoparticules sont alors 
sechees par lyophilisation en, presence de 50g/l de bicarbonate d'am- 
monium. 

EXEMPLE 9 : PREPARATION DE LA COURQNNE LIPIDIOUE PAR LA 
20 METHODE PES ACYLATIONS MULTIPLES 

lOg de particules de 20nm obtenues selon Texemple 8 sont 
dispersees dans 30mi de dichloromethane. On ajoute l,7g de chlorure 
d'acide palmitique. Un refrigerant muni d'une garde au carbonate de 

25 potassium est adapte sur le flacon reactionnel et la reaction est agitee 
energiquement a reflux pendant une nuit. Le dichloromethane est ensuite 
evapore avec un evaporateur rotatif et le residu est lave piusieurs fois par 
Pethanol puis seche sous vide. On obtient 10,3g de particules acyiees (rdt. 
98%). Le taux d'acides gras greffes mesure apres saponification des 

30 particules est de 5%. 

lOg des particules acyiees obtenues sont remises en suspension 
sous forte agitation dans 1 litre d'eau. Une fois que la dispersion est 
homogene, les particules sont a nouveau lyophiiisees en presence de 
bicarbonate d'ammonium a 50g/L 
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Les particuies sont dispersees dans 30mJ de dichloromethane 
et reacylees suivant ie protocole decrit precedemment. On obtient, apres 
lavage, 9,5g de particuies (rdt. 90%) avec un taux d'acides gras mesure a 
6%. 

Un troisieme cycle reactionnel, comprenant toutes les etapes 
deja decrites (hydratation, lyophilisation, reacylation) conduit a 9g de 
particuies acylees (rdt. total 88%) avec un taux d'acide gras de 6,5%. 

EXEMPLE 10 tETABLISSEMENT DU FEUILLET PHOSPHOLIPIDIQUE SUR 
PES COEURS ACYLES DE 20nm PAR LA METHODE DE 
DIALYSE DE DETERGENT 

La composition du feuiliet phospholipidique utilise est 
similaire a ceile des LDL et est la suivante: (melange type LDL) 

- 53% de lecitihines de jaune d'oeuf purifiees (EYPC) 

- 20% de sphingomyeiine (5M) 
-*% de phosphatidylserine (PS) 

-3% de lysophosphatidylcholine (LPC) 

-20% de cholesterol 
(Sigma Chemical Company) 

Les lipides sont melanges a l'etat sec avec le detergent (53mg 
d'EYPC, 20mg de SM, 20mg de cholesterol, OMg de PS, 3mg de LPC et 
292mg d'octyl-B, Dglucopyrannoside) et soiubilises dans 2ml de chloro- 
forme. Le solvant est elimine par evaporation rotative pour obtenir un film 
uniforme. Les lipides et le detergent sont ensuite hydrates peu k peu a 
i'aide d'une solution d'EDTA ImM, pH=7 (20 Ml) sous agitation magnetique. 
La suspension obtenue est alors soumise aux ultra-sons dans un bain a WC 
pendant 15mn sous atmosphere inerte. 

Les coeurs acyles (lOmg) prepares seion I'exemple % disperses 
dans 2ml d'octyl-B, D-glucopyrannoside sont melanges aux lipides (7,5mg/ 
1,5ml) sous ultra-sons puis dilues brutalement sous la CMC par injection 
dans 16ml d'EDTA ImM, pH7. Le detergent est ensuite elimine par <*8h* de 
dialyse contre une solution d'EDTA ImM, pH=7. 
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EXEMPLE 11 ^CORPORATION DANS LES BVSM, O'U N AGENT ANTI- 
BACTERIEN : LA BUTIRPS1NE 

5 La butirosine est un antibiotique de la famille des amino- 

glycosides. C'est une molecule constituee d'un aminocylitol lie par des 
liaisons glycosidiques a des sucres amines* II s'agit d'un produit tres poiaire 
et basique soluble uniquement dans 1'eau. Son poids moieculaire est de 556. 

10 a) On prepare d'abord des noyaux acyles acides de 20nm 

caracterises par un taux de greffage ionique correspondant a un acide 
succinique pour 5 sucres et prepares selon i'exempie 4. La couronne 
iipidique est constituee d'acide palmitique avec un taux de 10% par rapport 
a la matrice polysaccharidique. 

15 On melange a I'etat sec lg de noyaux acyles et 0,5g de 

butirosine base (Park Davis). Le melange est ensuite hydrate progres- 
sivement par ajout d'eau distiliee. Le melange est maintenu constamment 
agite et a 50°C. On ajoute ainsi 10ml d'eau en laissant le melange revenir 
a temperature ambiante et on laisse encore 2h. 

20 La suspension est ensuite lyophilisee. Le residu sec est 

disperse dans 5ml d'ethanoi et ajoute a une suspension de liposomes 
unilameilaires (ig de lecithines de jaune d'oeuf purifiees dans 50ml d'eau 
distiliee). Apres sonication au bain pendant lh, la suspension est 
ultrafiltree et la butirosine iibre presente dans i'ultrafiitrat est dosee par 

25 HPLC. Les resultats indiquent la presence de 25mg de butirosine dans 
i'ultraf iitrat, ce qui correspond a un rendement d'incorporation de 95% et ti 
taux ^incorporation de 47,5% en poids par rapport au coeiir acyie. 

b) Dans un premier temps, des noyaux acyles acides de 20nm 
30 sont prepares selon i'exempie 9. On melange ensuite, 50mg de noyaux 
acyles avec 25mg de butirosine base (Park-Davis) dilues dans iml d'eau 
distillee* Le melange est maintenu constamment agite a temperature 
ambiante, pendant une nuit. 

La suspension obtenue est dispersee en presence d'Octyl- 
35 betaD-Glucopyranoside (OGP) (Fiuka) jusqu'a une molarite finale de 50mM 
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et est ajoutee goutte a goutte a une solution de phospholipides (50mg d'un 
melange de iecithines de jaune d'oeuf purifiees / cholesterol (80/20) w/w, 
disperses dans 10ml d'OCP 50mM). Apres sonication au bain pendant 10 
minutes, cette solution est brutalement diluee sous Ultra-Sons jusqu'a une 
molarite de 5mM en OCP puis, ultrafiitree (point de coupure: 30 000 
daitons). Les BVSM obtenus sont aiors sterilises sur fiitres 0,22pm. 
L'analyse de taille ef f ectuee au nanosizer (Coulter SD) indique que 99% 
de ces BVSM ont un diametre de 20nm (+/-2nr6). 

La buiirosine libre presente dans le filtrat est dosee par 
microbiologic La concentration de l'antibiotique est determinee par la 
mesure de 1'aire d'ihhibition de la croissance de Bacillus subtilis (ATCC 
6633). Les resultats indiquent la presence de 2,5mg de butirosine libre dans 
rultrafiltrat, ce qui correspond a un rendement d'incorporation de 90% de 
butirosine et a un taux d* incorporation de 45% en poids de butirosine par 
15 rapport au poids de coeurs acyies. 

Les BVSM ainsi obtenus sont sterilises par filtration sur 0,2um 
et piresentent un rendement de filtration de 95%. L'analyse de la taille est 
realisee a Paide d'un nanosizer (Coulter MSD) et donne une repartition de 
95% a 20nm+/-3nm. 
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EXEMPLE 12 ; INCORPORATION D'UN AGENT ANTI-CANCEREUX. LA 
DOXORUBICINS, DANS LES BVSM 

La doxorubicine (Adriamycine ^ est un. antibiotique 
anticancereux appartenant a la famille des anthracyclines. C'est un produit 
amphiphile caracterise par un agiycone polyaromatique conferant a la 
molecule des proprietes de fluorescence caracteristiques et par un sucre 
amine, la daunosamine. Le poids moleculaire du chlorhydrate de doxo- 
rubicine est de 580. 

a) On utilise les noyaux acyies succinyles avec i'acide 
succinique sous forme de sel de sodium prepares selon i'exemple 4. 
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On melange a I'etat sec lg de noyaux acyies et 0,7g de 
chlorhydrate de doxorubicine (Sigma Chemical Company). Le melange est 
ensuite hydrate progressivement par 10ml d'eau distiliee sous agitation et a 
temperature ambiante. II est ensuite agite pendant 2h a temperature 
5 ambiante. 

La suspension obtenue est lyophilisee. Le residu sec est 
disperse dans 5mi d'ethanol et ajoute a une suspension de liposomes 
unilamellaires (3g de lecithines de jaune d'oeuf purifiees dans 50ml d*eau 
distiliee). Apres sonication au bain pendant ih, la suspension est 
10 ultrafiltree et la doxorubicine libre presente dans 1'uitrafiltrat est dosee 
par HPLC. Les resultats indiquent la presence de 28mg de doxorubicine 
dans i'ultrafiltrat, ce qui correspond a un rendement decapsulation de 
96% et un taux d'encapsuiation de 67% en poids par rapport aux noyaux 
acyies. 

15 

b) On utilise les noyaux acyies decrits dans Texemple 9. 

On disperse 0 f 5g de noyaux acyies dans 10ml d'ethanol. 0,20g 
de doxorubicine (Sigma Chemical Company) en solution aqueuse est 
ajoutee progressivement a la suspension de noyaux acyies sous agitation. Le 
20 melange obtenu est ensuite agite pendant 2h a temperature ambiante et a 
Tabri de la lumiere. 

De Tethanoi est ajoute a la suspension de noyaux acyies ainsi 
incorporcs pour obtenir un taux de 75% en volume. Les noyaux acyies sont 
recuperes par centrifugation (10 000g-15min) et seches. La doxorubicine 
25 libre est dosee par HPLC et les resultats indiquent la presence de 4mg de 
doxorubicine dans ie surnageant. Le taux de diargement de la doxorubicine 
dans les coeurs acyies est de 39% et le rendement en doxorubicine est de 
98%.- 

Le residu sec est repris par 175ml d'octyl-B, Dglucopyran- 
30 noside (OGP-Sigma Chemical Company) 50mM contenant 0 f 375g de 
phospholipides type LDL et disperse au bain a ultra-sons. La suspension 
obtenue est ensuite injectee sous la sonde a ultra-sons dans 700ml d'eau 
distiliee pour descendre a iOmM en OGP sous la CMC. Les BVSM charges en 
doxorubicine ainsi formes sont dialyses extensivement pour eliminer le 
35 detergent, lis sont ensuite sterilises par filtration sur 0 f 2\xm. 
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La doxorubicine incorporee est dosee par HPLC apres 
relargage dans une solution de NaH^PO^ 2M / ethanol - 70/30. Les 
resultats indiquent la presence de 0,1 7g de doxorubicine incorporee dans les 
BVSM et correspondent a un taux de chargement de 3*% par rapport aux 
noyaux acyles et un rendement en doxorubicine de 85%. 

Les BVSM ainsi incorpores en doxorubicine ont ete analyses 
en permeation de gel sur colonne T5K G6000PW pour evaluer leur taille. Le 
profil chromatographique de ces BVSM montre que leur taille est la meme 
que ceile des BVSM sans doxorubicine presentant une repartition de taille 
de 95% a 20nm+/-3nm. 

EXEMPLE 13 ; INCORPOR ATION D'UN AGENT ANTIVIRAL. LA ZIDOVH- 
DINE. DANS LES BVSM 

La zidovudine ou azido-3 desoxythymidine (A2T) possede un 
caractere basique par son noyau thymidine. C'est un inhibiteur de la 
transcriptase inverse et utilise comme agent antiviral, notamment dans le 
traitement du SIDA. Son poids moleculaire est de 267. 

a) On utilise les memes noyaux que dans 1'exemple 11 a). 

On melange a I'etat sec Ig de noyaux acyles et 0,33g de 
zidovudine (Sigma Chemical Company). Le melange est ensuite hydrate 
progressivement par 10ml d'eau distiilee sous agitation et a temperature 
ambiante. II est ensuite agite pendant 2h a temperature ambiante. 

La suspension obtenue est lyophilisee. Le residu sec est 
disperse dans de I'ethanol et ajoutee a une suspension de liposomes 
uhilamellaires <3g de lecithines de jaune d'oeuf porifiees dans 50mi d'eau 
distiilee). Apres Ih de sonication au bain, la suspension est ultrafiltree et 
la zidovudine iibre presente dans I'ultrafiltrat est dosee par HPLC. Les 
resultats indiquent la presence de 30mg de zidovudine dans rultraf iltrat, ce 
qui correspond a un rendement (^encapsulation de 91% et un taux d'encap- 
sulation de 30% en poids par rapport aux noyaux acyles. 



35 



WO 92/21330 



20 



PCIYFR92/00506 



b) On utilise les noyaux acyles selon I'exemple 9. 
On disperse 0,5g de noyaux acyles dans, 1 0ml d'ethanol. 0,I50g 
de zidovudine (Sigma Chemical Company) en solution aqueuse est ajoute 
progressivement a la suspension de noyaux acyles sous agitation. Le 
5 melange obtenu est ensuiteagite pendant 2h a temperature ambiante. 

De I'ethanoi est ajoute a la suspension de noyaux acyles ainsi 
incorpores pour obtenir un taux de 75% en volume. Les noyaux acyles sont 
recuperet par centrifugation (10 00g-15min) et seches. La zidovudine libre 
est dosee par HPCL et les resultats indiquent la presence de 15mg dans le 
10 surnageant Le taux de chargement de la zidovudine dans les coeurs acyles 
est done de 27% et le rendement en zidovudine est de 95%. 

Le residu sec est repris par 175mi d'octyl-B, Dglucopyran- 
noside (OGP-Sigma Chemical Company) 50mM contenant 0,375g de 
phospholipides type LDL et disperse au bain a ultra-sons. La suspension 
15 obtenue est ensuite injectee sous la sonde a ultra-sons dans 700mi d'eau 
distiliee pour descendre a lOmM en OGP. Les BVSM charges en zidovudine 
ainsi formes sont diaiyses extensivement pour eliminer ie detergent, lis 
sont ensuite filtres sur membrane 0,2pm de maniere sterile. 

La zidovudine incorporee est dosee par HPLC apres relargage 
20 dans une solution de NaH 2 PO^ 2M / ethanol - 70/30^ Les resultats indiquent 
la presence de 0,1 28g de zidovudine incorporee' dans les BVSM et 
correspondent a un taux de chargement de 26% par rapport aux noyaux 
acyles et un rendement en zidovudine de 85%. 

25 EXEMPLE 1» tINCORPORATION DUN AGENT ANTIMYCOBACTERIEN, 
L'ISONIAZIDE. DANS LES BVSM 

L'isoniazide est le derive hydrazide de i'acide isoriicotinique, 
Ce qui ltd confere un caractere basique. II est tres efficace dans le 
30 traitement de la tuberculose. Son poids molecuiaire est de 137. 

a) Les noyaux utilises sont ceux decrits dans rexemple 1 1 a). 
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On melange a I'etat sec lg de noyaux acyies et 0,1 7g 
d'isoniazide. Le melange est ensuite hydrate progressivement par 10ml 
d'eau distille a UO'C et agite k cette temperature et pendant lh. On laisse 
le melange revenir a temperature ambiante sous agitation pendant lh. 

La suspension est ensuite lyophilisee. Le residu sec est 
disperse dans de Methanol et ajoute a une suspension de liposomes 
unilamellaires (3g de lecithines de jaune d'oeuf purifiees dans 50ml d'eau). 
Apres sonication au bain pendant lh, la suspension est ultrafiltre et 
J'isoniazide libre present dans I'ultrafiltrat est dose par HPLG.Les resultats 
indiquent la presence de 15mg d'isoniazide dans I'ultrafiltrat, ce qui 
correspond a un rendement de 9196 et un taux d'incorporation de 15,5% en 
poids par rapport aux noyaux acyies. 

b) Les noyaux utilises sont les memes que ceux deems dans 

1-5 l'exemple 3. 

On disperse 0,5g de noyaux acyies dans 10ml d'ethanol. 0,1 Og 
d'isoniazide (Sigma ChemicaJ Company) en solution aqueuse est ajoute 
progressivement a la suspension de noyaux acyies sous agitation. Le 
melange obtenu est ensuite agite pendant lh a temperature ambiante. 

De I'ethanol est ajoute a la suspension de noyaux acyies ainsi 
incqrpores pour obtenir un taux de 75% en volume. Les noyaux acyies sont 
recuperes par centrifugation (10 OOOg - 15min) et seches. L'isoniazide libre 
est dosee par HPLC et les resultats indiquent la presence de ftmg dans le 
surnageant. Le taux de chargement d'isoniazide dans les coeurs acyies est 
de 19% par rapport aux noyaux acyies et un rendement de 96%. 

Le re>idu sec est repris par 175ml d'ortyl-B, D-glucopyron^ 
ooside (OGP Sigma Chemical Company) 50mM contenant 0,375g de 
phospholipides type LDL et disperse au bain a ultra-sons. La suspension 
obtenue est ensuite injectee sous la sonde a ultra-sons dans 700ml d'eau 
distillee pour descendre a lOmM en OGP. Les BVSM charges en isoniazide 
ainsi formes sont dialyses extensivement pour eliminer le detergent. 
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L'isoniazide incorporee est dosee par HPLC apres relargage 
dans une solution de NaH^O^ 2M / ethanol - 70/30. Les resultats indiquent 
la presence de 0,087g d'isoniazide incorporee dans les BVSM et correspon- 
dent a un taux de chargement de 17% par rapport aux noyaux acyles et uh 
5 rendement en isoniazide de 87%. 

FXEMPLE 15 iGREFFAGE DE L'apoB SUR LES B VSM PAR LA METHQDE 
DE DIALYSE DE DETERGENT 

10 Les LDL utilisees sont extraites a partir de plasma sanguin de 

donneurs sains par uitra^centrifugatiori sequentielle en gradient de KBr. 

Les BVSM utilises sont synthetises selon le protocole decrit 
precedemment a I'exemple 5 et possedent les caracteristiques suivantes : 
coeur polysaccharidique acide a 0,05 ligand ionique par unite glucose, 10% 

15 d'acide palmitique, un feuiilet phospholipidique qui est compose de 75% de 
dimyristoyl phosphatidyl choline et de 25% de sphingomyeline (% en poids) 
plus 10% de cholesterol (% par rapport au poids de phospholipides) pour les 
BVSM complets ou de lecithines de jaune d'oeuf pour les BVSM deficients 
en phospholipides. La taUle des BVSM est de 20nm et le rapport coeur 

20 acyle/phospholipides est de 1/3 en poids. 

Les quantites de LDL sont donnees en milligramme d'apoB 
dosee par turbidimetrie (croissance de la densite optique a 500nm due k la 
precipitation de. 1'apoB par un anticorps anti-apoB). 

Ces donnees sont valables pour tous les exemples de greffage 

25 de TapoB sur les BVSM. 

Les LDL (3mg/0,5ml), prealablement dialysees centre une 
solution de tampon A (Na 2 C0 3 50 mM, pH=10), sont destructives par du 
desoxycholate de sodium (NaDC) (165mg) dans les proportions suivantes : 
5-5 fois plus en poids que 1'apoB et en ajustant le volume final pour obtenir 

30 une concentration finale en NaDC de 180mg/ml. La solution est vortexee 
pendant Imin puis agitee doucement pendant Ih a temperature ambiante. 
Le NaDC permet de destructurer entierement les LDL et de solubiliser 
1'apoB par l'intermediaire de micelles de detergent dans des conditions 
non-denaturantes. 
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Les different* constituants des LDL sont ensuite separes selon 
leur poids moleculaire par gel-filtration (systeme FPLC de Pharmacia, 
colonne Superose 6 1,5cm x 30cm, phase mobile tampon B : tampon A + 
NaDC lOmM, debit 25ml/h) et coliectes par fraction de I mi. L'apoB se 
5 trouve sous forme de micelles mixtes de detergent, ce qui augment e son 
poids moleculaire apparent. Aussi elle est eluee dans ie volume mort de la 
colonne. Les fractions contenant 1'apoB sont determinees par dosage des 
proteines puis rassemblees. Le rendement d'extraction de 1'apoB est de 95% 
a .100%. 

10 La solution de micelles d'apoB et de NaDG est ajoutee 

gbutte-a-goutte a la suspension de BVSM (19,3mg/2ml dont 4,5mg de coeurs 
acyles et 13,5mg de DMPC et de sphingomyeline<75%-25%)) et 0,9 mg de 
cholesterol) mise en dialyse contre du tampon A. La suspension obtenue est 
ensuite dialysee cohtre du tampon A pendant 48h pour eiiminer tout le 

15 NaDC. 

La suspension obtenue est centrifugee a 5000g pendant 15min. 
Les BVSM-apoB (2,6mg d'apoB et <>,0mg de coeurs acyles) sont recuperes 
dans le surnageant. 

Le desoxycholate de sodium peut etre remplace par tout autre 
20 detergent dialysable. 

EXEMPLE 16 ; GREFFACE DE L'apoB PAR ELIMINATION PE DETERGENT 
EN DEUX ETAPES 



Get exemple est une variante de I'exemple 1 oil le detergent 
est elimine en grande partie par permeation de gel puis par dialyse. Les 
BVSM utilises sont les memes que precedemment. 

Les LDL (3mg/0,5ml), prealablement dialysees contre une 
solution de tampon A (Na 2 C0 3 50m M, NaCl 50 mM, pH=10), sont 
destructurees par du desoxycholate de sodium (NaDC) (165mg) dans les 
proportions suivantes: 55 fois plus en poids que 1'apoB et en ajustant ie 
volume final pour obtenir une concentration finale en NaDC de I8Qmg/mi. 
La solution est vortexee pendant Imin puis agitee doucement pendant I h a 
temperature ambiante. 



WO 92/21330 



2* 



PCI7FR92/00506 



Les differents constituants des LDL sont ensuite separes selon 
leur poids moleculaire par geMiltration (systeme Pharmacia, coionne 
Sepharose CL-4B 1, 6cm x 60cm, phase mobile tampon B) et collectes par 
frction de ImL Les fractions con tenant 1'apoB sont determinees par dosage 
5 des proteihes puis rassembiees*. L'exces de NaDC est ensuite elimine par 
permeation de gel sur uhe coionne de Sephadex G-75 (1,6cm x30cm), 
equiiibre et eiuee par du tampon Tris-HCl iOmM a pH 9, pour obtenir 
1'apoB avec le minimum de NaDC necessaire a la soiubiliser en solution 
aqueuse de maniere non denaturante. 
10 La solution d'apoB est ajoutee a une suspension de BVSM 

(19»3mg/2ml) puis soniquee au bain pendant 15min a37°C. La suspension 
obtenue est diaiysee pendant *Sh contre du tampon A pour eiiminer le 
NaDC 

La suspension obtenue est centrifugee a 5000g pendant 15min. 
15 Les BVSM-apoB (2,8mg d'apoB et *,0mg de coeurs acyles) sont recuperes 
dans le surnageant. 

EXEMPLE 17 iGREFFAGE DE L'apoB AVEC SON ENVIRONNEMENT 
PHOSPHOLIPHMOUE SUR LES BVSM APRE5 EXTRACTION 
20 ORGANIQUE DU COEUR HYDROPHOBE PES LDL 

Les LDL (2mg d'apoB/Sml), prealabiement dialysees contre 
une solution d'EDTA a 3mM ajustee a pH=8 f sont lyophilisees en presence 
de lactose (lOOmg) pendant I8h. Le lactose evite 1'agregation des LDL et la 

25 denaturation de 1'apoB. 

Le lyophilisat est disperse grossierement dans de 1'heptane 
(5ml) sous agitation magnetique puis centrifuge a lOOOg pendant iOmin. Le 
surnageant contenant les lipides du coeur hydrophobe des LDL est elunine 
et le culot est extrait encore 2 fois dans les memes conditions. L'heptarie 

30 permet d'extraire selectivement les esters de cholesterol et les trigly- 
cerides sans enlever les phospholipides. Le lyophilisat ainsi qui contient 
1'apoB entouree du feuiilet phospholipidique des LDL est ensuite seche sous 
courant d'azote. 
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Les coeurs acyles des BVSM en suspension dans de Tether 
ethylique (3mg/l,5ml) sont ajoutes au. lyophilisat et agites doucement a 
temperature ambiante pendant Ih. L'ether ethylique est ensuite evapore a 
sec sous courant d'azote puis sous vide. 
5 . La poudre ainsi obtenue estrehydratee sous agitation a 37*C 

avec 2mi de tampon Tris-Glycine lOmM a pH^8 et sonlquee pendant 3min 
au bain a ultra-sons. L'apoB est ainsi greffee en meme temps que le 
feuillet phospholipidique sur les coeurs acyles. La suspension obtenue est 
homogeneisee sous agitation magnetique pendant 12h a 4°C puis dialysee 
10 contre du tampon (NaCl 150mM, Tris 50mM, EDTA 4%, pH=8) pour eliminer 
le lactose. 

La suspension obtenue est centrif ugee a 5000g pendant 1 5min. 
Les BVSM-apoB (l,6mg d'apoB et 2 f 5mg de coeurs acyles) sont reeuperes 
dans le surnageant. 

f Le lactose utilise dans cet exemple peut etre substitue par le 

saccharose, le glucose ou tout autre sucre. Tout soivant organique 
soiubilisant les lipides du coeur hydrophobe des LDL peut convenir a la 
place de Pheptane : hexane,.- 

20 EXEMPLE 18 : GREFFACE DE L'apoB AVEC SON ENV1RONNEMENT 

PHOSPHOLIPIDIQUE SUR LES BVSM APRES HYDROLYSE 
ENZYMATIQUE PARTIELLE PES LDL 

Les LDL (2mg), prealabiement dialysees contre du tampon 1 
2 ^ (K 2 HPO^-KH 2 PO^ lOOmM, pH=7,<>) sont mises en presence de sterol-ester 
hydrolase (EC3.1.1.13 de Pseudomonas fluorescens) (2 unites) et de serum 
albumine bovine delipidee (2 a lOmg). La solution est incubee pendant 2h a 
37°C sous agitation. L 'enzyme, en hydrolysant les esters de cholesterol, 
-destructure legerement les LDL et Palbumine capte les lipides ainsi liberes. 
3° Dans ces conditions, 1'apoB est isolee de mariiere non-denaturante avec son 
environnement phospholipidique qui la protege. 
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L'apoB ainsi isolee est iavee 3 fois avec du tampon I (20ml) 
par ultra-filtration (systeme Amicon) sur membrane de seuil de coupure de 
300 000 en poids moleculaire pour eliminer I'enzyme et 1'albumine chargee 
en hpides. 

L'apoB obtenue est ajoutee sous ultra-sons a la suspension de 
BVSM, synthetises avec un defaut de 20% en phospholipides, et soniquee 
pendant 15min a 37«C. La suspension obtenue est centrifugee a 5000g 
pendant 15min. Les BVSM-apoB (l.gmg d'apoB et 2,5mg de coeurs acyles) 
sont recuperet dans le surnageant. 

EXEMPLE 19 : CHARACTERISATION PES B VSM-apoB 



Pour chacune des analyses suivantes, nous avons realise des 
tests avec des LDL pour verifier que les BVSM-apoB ont le m§me 
15 comportement que les LDL et avec des BVSM comme temoin negatif. 

Detection de PapoB sur les BVSM-apoB 

-methode cytochimique : visualisation des polysaccharides par la 
20 methode de Thierry 



qui 



L'apoB et les BVSM sont detectes par la reaction de Thierry 
met en evidence les sucres (oxydation periodique des sucres, 
condensation avec de la thiocarbohydrazide et coroplexation par le 
25 proteinate d'argent) : 1'apoB est glycoside et les BVSM possedent un coeur 
. poiysaccharidique. L'observation en micfoscopie electronique de trans- 
mission permet de visualiser 1'apoB et les coeurs polysaccharides (figure 
1). 

Les LDL ou les BVSM-apoB sont deposees sur une grille de 
30 microscopie electronique recouverte en or. La grille est ensuite deposee 
pendant »5min sur des gouttes d'acide periodique 1% fraichement prepare. 
Apres avoir ete rincee 3 fois lOmin avec de l'eau distillee, la grille est 
mise a I'obscurite dans des salieres contenant de la thioseniicarbazide 1% 
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dans de I'acide acetique 1.0%. Apres 66 ou 72h, la grille est lavee par des 
bains successifs d'acide acetique de 10-5-2,5-1% puis par 3 bains d'eau 
distillee. Ensuite les particuies sont colbrees avec du proteinate d'argent a 
1% dans l'eau pendant 30min a Tobscurite et enfin rincees 3 fois 5min avec 
^ de l'eau. La grille est ensuite observee en microscopie electronique de 
transmission. 

-methode irnmunocytochimique 

I® L'apoB est detectee par un anticorps polyclonal de chevre 

anti-apoB et le complexe forme est revele par la proteine G qui est couplee 
a un grain d'or de 5nm. L'observation en microscopie electronique de 
transmission met en evidence I'apqB sur les BVSM-apoB, les BVSM seuls 
donnant une reponse negative, (figure 2). 

15 Les LDL ou les BVSM-apoB sont deposes sur une grille de 

microscopie electronique recouverte d'un support en nickel puis laves 3 fois 
5min a l'eau distillee. La grille est ensuite incubee ih a temperature 
ambiante en presence d'anticorps polyclonal anti-apoB de chevre (Tebu) qui 
est dilue au l/200ieme a partir de la solution-mere a 8mg/ml. La grille est 

20 ensuite rincee 6 fois 5min avec un melange PBS * 1% BSA. Pour reveler 
Tanticorps fixe, nous utilisons la proteine G diluee au i/20ieme a laquelle 
des particuies d r or de 5nm sont absorbees (Janssen). Apres 3 bains de 5min 
dans du PBS + 1% BSA, dans du PBS seul puis de l'eau distillee, les 
; _ particuies sont observees au microscope electronique. 

25 

-mesure de la tail le des BVSM-apoB 

L'observation en microscopie electronique de transmission et 
1'anaiyseur de particuies submicroniques par diffusion de la lumiere 
30 (Nanosizer Coulter mbAD) donnent une repartition en taiile a plus de 95% 
a 20nm pour les BVSM-apoB. 
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-profil electrophoretique des BVSM-apoB 

L'electrophorese est realisee sur gel de poly aery lamide-SDS 
4%. L'apoB greffee sur les BV5M et celie des LDL presented la mSme 
migration electrophoretique. Celle-ci est conforme a la connaissance du 
poids moleculaire apparent de 1'apoB. Aucune agregation et aucun 
fragments de 1'apoB n'apparaissent. 



-determination de la densite des BVSM-apoB 



La densite des BVSM-apoB est determine* par ultra-centri- 
fugation en gradient discontinu de KBr. 

Les suspensions de LDL ou de BVSM-apoB (Img/lmg/ 1,5ml) 
ddnt la densite est ajustee a 1,21 par du KBr soiide sont deposed au fond 
15 d'un tube pour ultra-centrifugation puis recouvertes par des solutions de 
KBr (0,5ml) aux densites suivantes: 1,063-1,040-1,019-1,006. Les tubes sont 
ensuite ultracentrifuges a 50000g pendant 18h. Les BVSM-apoB flottent 
entre les densites 1,019 et 1,0*0 et cette plage de densite est du m6me 
ordre que celle des LDL. L'analyse des fractions du gradient en apoB et en 
20 radioactivite (coeur acyle marque au 3 H) montre que tous les BVSM-apoB se 
trouvent bien entre ces deux densites. 

-etude du metabolisme cellulaire des BVSM-apoB 

25 Cette etude est realisee sur des cellules-modeles, les 

fibroblastes de peau humaine. 

- par radiomarquage de TapoB 

30 Apres radiomarquage de 1'apoB par V l25 h nous avons quantifie 

la fixation, lUnternalisation et la degradation des BVSM-apoB selpn la 
technique de Brown et Golstein aBiol.Chem. (1974) 249,5153-5162). 
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Les BVSM-apoB (Img d'apoB/lml) sont melanges a 0,25ml de 
tampon glycine pH 9,1 et a lOui d |125 I (AmmershamK 3lul de solution d'lCl 
i,25mM sont ajoutes et Ie melange est ensuite agite doucement pendant 
3min pour permettre 1'oxydation des residus tyrosine de I'apoB. Les 
5 differehts produits sont separes par permeation de gel sur colonne PdlO 
(Sephadex G-25, Pharmacia) prealablement equilibree par une solution de 
NaCl 0,9% et coiiectes par fraction de 1ml. Ces fractions sont ensuite 
dosees en proteines et en radioactivite. Celles qui contiennent les 
BVSM-apoB radiomarques sont reunies puis dosees de nouveau. L'activite 

10 specif ique est de 175cpm/ng d'apoB. 

Les fibroblastes (30 OQOcellules/puits) sont ensernences dans 
des plaques de culture eelluiaire a 6 puits (Nunc, diametre 25mm) en milieu 
MEM (Gibco) contenant 10% de serum de veau foetal (Gibco) pendant 48h 
puis conditionnees pendant 20h en milieu MEM contenant du serum 

15 delipoproteine (MEM-LPDS). Pour chaque puits, le milieu est ensuite 
remplace par iml de MEM-LPDS contenant des quantites croissantes de 
BVSM-apoB radiomarques (5 a 25ug d'apoB). En parallele, une serie de puits 
contenant les mSmes quantites de BVSM-apoB radiomarques et *0 fois plus 
de LOL non^radiomarquees est realisee pour determiner la fixation, 

20 l'internalisation et la degradation non-specifique des BVSM-apoB par les 
fibroblastes. Les cellules sont ensuite incubees pendant 5h a 37°C sous 
atmosphere controlee a 5% de CC^. 

La degradation est quantifiee par la quantite d* I-tyrosine/ 
cellule (cpm/mg de proteine) reiarguee dans le milieu de culture, la 

25 fixation par la quantite d ,I25 l/cellule (cpm/mg de proteines) liberee apres 
clivage des liaisons apoB-recepteur par l'heparine et Tinternalisation par la 
quantite d ,125 I/celiule (cpm/mg de proteines) libere apres lyse des cellules. 

Ces experiences montrent que les BVSM-apoB suivent ie meme 
devenir eelluiaire que les LDL naturelles et presentent la meme affinite 

30 eelluiaire que celles-cu Ces resultats sont confirmes par des experiences 
d'immunofluorescence indirecte et d'ultrastructure en mtcroscopie 
eiectronique. 
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- par immunofluorescence indirecte 

Les fibroblasts sont cuitives en monocouche sur des lamelles 
de verre placees dans des puits de culture comme preeedemment et 
5 incubees avec les mSmes quantites de BVSM-apoB pendant lh a fc°C pour Ja 
fixation et 15 a 30min a 37°C pour Pinternalisation. 

Les cellules sont ensuite lavees par du PBS et fixees avec de 
la paraformaldehyde 4% dans du PBS pendant 15min a temperature 
ambiante. Les groupements aldehydes libres restants sont reduits par du 

10 borohydrure de sodium. Les cellules sont permeabilisees avec du triton- 
X100 a 0,05 ou 1% dans du PBS a temperature ambiante puis lavees 1 fois 
avec du PBS et 2 fois avec du PBS + 1% BSA. Elles sont ensuite incubees 
pendant ih a 37°C en presence de 150ui de solutions d'anticorps polyclonal 
anti-apoB de chevre (Immuno France) diluees au l/10 ieme puis iavees au 

15 PBS + 1% BSA pour eiiminer Tanticorps non-fixe. Le compiexe apoB-anti- 
corps ainsi forme est ensuite revele par un anticorps secondaire antirlgG de 
chevre couple a Pisothiocyanate de f luorosceirie (RAG-FITC, Tebu) par 
incubation des cellules a 37°C pendant 30min avec la solution d'anticorps 
secondaire diluee au 1/40 

20 Les cellules sont ensuite observees au microscope a fluores- 

cence (Ortholux-II Leitz)- Les BVSM-apoB internalises sont mises en 
evidence par les plages de fluorescence observees a Pinterieur des cellules. 

25 

- par microscopie electronique de transmission 

La fixation aux recepteurs cellulaires et Pinternalisation des 
BVSM^apoB sont observees en microscopie electronique de transmission soit 
par inclusion des cellules dans de la resine soit par revelation des sucres 
30 par la methode de Thierry comme preeedemment. Cette technique visualise 
les differentes etapes du metabolisme : fixation des BVSM-apoB aux 
recepteurs, formation de puits recouverts, endocytose des BVSM-apoB dans 
des endosomes et degradation par le iysosome a Pinterieur de la cellule, (cf 
figure 3). 
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Apres lavage au PBS Q,iM f les cellules sont fixees pendant lh 
a 0-<*°C avec une solution de glutaraldehyde 3% dans du tampon cacodylate 
de sodium 0,1M, pH= 7,2. Les monocouches sont alors rincees avec le 
tampon cacodylate de sodium puis post-fixees lh a 0-*°C par du tetroxyde 
d'osmium 1%. Les cellules sont lavees de nouveau avec du tampon 
cacacodylate de sodium puis deshydratees par des bains successifs d'ethanoi 
de 50, 70, 100%. Lors du passage dans I'ethanol a 70%, les cellules sont 
deiicatement detachees de la boite par grattage puis recuperees apres 3min 
de centrifugation a 12000trs/miri. Les deux derniers bains d'ethahol sont 
effectues sur les culots cellulaires. Ges echantillons sont ensuite impregnes 
dans un melange ethanol-Epon pur. La polymerisation de la resine est 
effectuee a 60°G pendant 72h. Les coupes ultrafines sont reahsees avec des 
couteaux de verre en utiiisaht un ultra-microtome. 

Les coupes deposees sur des grilles de cuivre sont contrastees 
par une solution saturee d'acetate d»uranyie ( 20min a temperature 
ambiante), rincees a Teau distillee puis par du citrate de plomb en 
atmosphere seche. Apres plusieurs ringages a l'eau, les cellules sont 
observe es au microscope electromque. 

Les micrographies mbntrent les differentes etapes du 
metabolisme cellulaire des BVSM-apoB qui est identique a ceiui des LDL. 

EXEMPLE 20 ; CARACTER1SATION PES BVSM-apoB CHARGES EN 
DOXORUBICINE 

On utilise les BVSM charges en doxorubicine prepares selon 
Pexemple 12 b). Le greffage de 1'apoB est realise selon la methode de 
dialyse de detergent decrite dans Texemple 5. 

- permeation de gel 

Les BVSM-apoB sont analyses par permeation de gel en FPLC 
sur colonne Superose 6 avec une double detection en spectrometrie a 
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280nm pour i'apoB et a 496nm pour la doxorubicins Les profils chromato- 
graphiques obtenus montrent que t'apbB et la doxorubicine sont coeluees 
dans les mdmes fractions, correspondantes aux LDL et aux BVSM, et done 
sont associees aux BVSM. 

5 

- cytofluorimetrie de flux 

Apres 48h de culture en milieu delipoproteine, les fibroblastes 
humains normaux sont incubes avec de la doxorubicine sous forme libre ou 

10 encapsuiee dans des BVSM ou des BYSM-apoB. Apres incubation, de 0, a 2h, 
ils sont laves, mis en contact avec de la trypsine 0,05% pendant lmin 
a37°'C, repris en suspension dans du milieu de culture et fixes par du 
paraformaldehyde. Les suspensions cellulaires obtenues sont anaiysees a 
Taide d'un cytofluorimetre de flux (Becton-Dickinson Fac-scan) et 

15 incorporation ceiiulaire de la doxorubicine est mesuree par I'intensite de 
fluorescence emise. Les temoins fibroblastes avec BVSM et BVSM-apoB sans 
doxorubicine ne presentent aucune fiuoresenee. 

Les resuitats obtenus sont presentes dans le tableau suivant : 



20 



Inteasit6 do fluorescence dmise 
Temps dlncubation Do«aruhicine Daooorubicine Dooaorubiclne 



(nun) 



Bbrc BVSM BVSM-apoB 



25 o 5 5 5 



10 



22 25 63 

30 25 38 75 

60 31 57 95 

120 42 66 116 
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Les resultats presentes dans le tableau precedent indiquent 
que, quel que soit Je temps d'incubation, Pinternalisation de la doxorubicine 
encapsulee dans les BVSM-apoB est nettement plus importante que celle de 
la doxorubicine libre et de la doxorubicine encapsulee dans les BVSM. Les 
resultats sont en faveur d'une internalisatibn active des BVSM-apoB par les 
voies du recepteur des LDL. 

- test de cytotoxicity MTT 

L'effet cytotoxique de la doxorubicine sous forme libre, de 
BVSM ou de BSVM-apoB, est evalue par un test qui mesure la viabiiite 
cellulaire, le test au MTT. Celui-ci est base sur la capacite vitaie des 
cellules a reduire un derive du tetrazolium, le MTT, en formazan, par les 
dehydrogenases mitochondriales presentes uniquement dans les cellules 
vivantes et actives metaboiiquement. Le formazan, apres dilution dans le 
DMSO, est dose par colorimetrie a 570nm. 

Les tests de cytotoxicite sont realises sur une lignee tumorale 
d'adenocarcinome pulmonaire A5W qui possede un recepteur aux LDL 
fonctionnei. 

On observe que, pour une concentration de 2uM, ] e pourcen- 
tage de cellules vivantes est de 13% pour la doxorubicine sous forme de 
BVSM-apoB et de 20% pour la doxorubicine sous forme de BVSM. Lorsqu'on 
ajoute un exces de LDL (75 fois plus en appB que les BVSM-apoB) aux 
suspensions cellulaires en mSme temps que la doxorubicine, dans les BVSM 
ou les BVSM-apoB, a 2uM, on observe que le pourcentage de cellules 
vivantes est de 28% pour la doxorubicine dans les BVSM-apoB alors 
qu'aucun changement n'apparalt pour la doxorubicine dans les BVSM. 

Des temoins ont ete realises en par allele et ont mis en 
evidence que la doxorubicine est bien encapsulee de maniere stable a 
l'interieur des BVSM, avec et sans apoB, et qu'eile n'est pas liberee apres 
incubation dans les milieux utilises pour la culture cellulaire. L'absence de 
cytotoxicite des seuls BVSM, avec ou sans apoB, a en outre ete verifiee. 
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Ces resultats montrent que la doxorubicine incorporee dans 
ies BVSM-apoB conserve sa capacite d'Stre cytotoxique sur la lignee 
eonsideree. Apres son passage dans les lysosomes, voie de penetration 
intracellular obligee lorsque la doxorubicine est vectorisee par la voie du 
recepteur a apoB, la doxorubicine n'est pas detruite par les enzymes 
lysosomiales. Les experiences de competition avec les LDL mettent en 
evidence que les BSM.apoB sent depiaces par le ligand nature! du recepteur 
a apoB et done que la doxorubicine incorporee dans les BVSM-apoB est 
bien piiotee par I'apoB, greffee a la surface du BVSM. 
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REVEN Dl CATIONS 

1) Vecteur particuiaire synthetique, caracterise en ce qu'il 
possede un tropisme seieetif pour un type de cellules et en ce qu 4 il 
^ comporte : 

-un noyau hydrophile non liquide, 

-une premiere couche ou couronne de nature lipidique liee au 
noyau par des liaisons covalentes, 

-une seconde couche ou feuillet externe de phospholipides liee 
*0 a la premiere couche par des interactions hydrophobes, 

-des molecules d'apolipoproteine B greffees sur la couche de 
phospholipides ou de ligands proteiques ou peptidiques 
capablent de reconnaitre specifiquement les recepteurs 
cellulaires des LDL. 
15 2) Vecteur particuiaire seion la revendication 1, caracterise en 

ce qu'il possede un tropisme seieetif pour les cellules tumoraies. 

3) Vecteur particuiaire selon la revendication 1, caracterise en 
ce que les molecules d'apolipoproteine B sont modifiees. 

4) Vecteur particuiaire seion la revendication 3, caracterise en 
20 ce qu'il possede un tropisme seieetif pour les macrophages. 

5) Vecteur particuiaire selon Tune des revendications 1 a 
caracterise en ce que le noyau hydrophile est constitue d'un polysaccharide 
reticule. 

6) Vecteur particuiaire selon I'une des revendication I a 5, 
^ caracterise en ce que le polysaccharide est choisi dans le groupe 

comprenant le dextrane, l'amidon et la cellulose et leurs derives. 

7) Vecteur particuiaire selon Tune des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que la premiere couche de nature lipidique est f ixee par 
acylation regioselective d'acides gras a la peripherie d*un noyau de 

^0 polysaccharides reticules. 

8) Vecteur particuiaire selon Tune des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce que le noyau hydrophile comporte en outre un principe 
actif. 
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9) Vecteur particulaire selon la revendication 8, caracterise en 
ce que le principe actif est choisi dans le groupe comprenant des 
medicaments anticancereux, reversants de resistances aux medicaments 
anticancereux, immunomoduiateurs, oligonucleotides, ARN- messagers 

5 antisens, hepatoprotecteurs, inhibiteurs de HMGCoAreductase, peptide de 

regulation cellulaire. 

10) Vecteur particulaire selon la revendication 8, caracterise 
en ce que le principe actif est un agent anticancereux choisi parmi les 
molecules suivantes : Aclarubicine, Epirubicine, Daunorubicine, Doxoru- 

10 bicine, Zorubicine. 

11) Vecteur particulaire selon la revendication 8, caracterise 
en ce que le principe actif est choisi dans le groupe comprenant antiviraux, 
antibacteriens, antifongiques, antiparasitaires, antiSida. 

12) Vecteur particulaire selon Tune des revendications 1 a 11, 
P caracterise en ce qu'il a une dimension d'environ 20nm. 

13) Precede de preparation d'un vecteur selon l'une des 
revendications 1 a 12, caracterise en ce que : 

a) on prepare des vecteurs comportant un noyau hydrophiie, 
une premiere couche de lipides et une deuxieme cpuche de 

20 phospho lipides, . 

b) on encapsule un principe actif a I'interieur du noyau 

hydrophiie, 

c) on greffe sur la cpuche phospholipidique des molecules 
tfapolipbproteine B purifiee a partir de LDL ou de ligands 

25 proteiques ou peptidiques capablent de reconnaltre speci- 

fiquement les recepteurs cellulaires des LDL. 
m) Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que le 
greffage de l'etape c) est realise par la technique de dialyse de detergent a 
partir d'apolipoproteine B sblubiUsee sous forme de micelles. 
30 15) Procede selon Tune des revendications 13 et I*, 

caracterise en ce que le detergent utilise est choisi parmi les detergents 
dialysabies. 

16) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
comporte un vecteur particulaire selon l'une des revendications I a 12 et un 

35 

support acceptable pour son administration. 
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accessibies mais pas les macrophages tissulaires. L'utilisation de LDL 
oxydees qui diffusent de maniere systemique permet done de cibler 
1 •ensemble des macrophages. 

L'utilisation de LDL natives presente cependant un certain 

5 nombre de limitations : 

- le noyau des LDL est hautement apolaire et de ce fait il ne 
peut stock er que des medicaments eux-memes apolaires 
la capacite de stockage des noyaux est limitee par la 
necessite de eonserver leur integrite structural^ indis- 

10 pensable au metabolisme des LDL 

- les LDL doivent etre isolees du plasma humain et possedent 
une conservation limitee 

C'est pourquoi ia presente invention se rapporte a un vecteur 
particulaire synthetique caracterise en ce qu'il possedent un tropisme 
15 selectif pour des types particuliers de cellules et une deiivrance 
intraceliulaire et en ce qu ! il comporte : 

- un noyau hydrophile non liquide . 

- une premiere couche ou couronne de nature lipidique liee au 
noyau par des liaisons covalentes 

20 - une seconde couche ou feuiiiet externe de phospholipides 

liee a la premiere couche par des interactions hydrophobes 

- des proteines ayant une af finite pour les recepteurs se 
trouvant sur la cellule a cibler, notamment des molecules d'apolipoproteine 
B, greffees sur la couche de phospholipides. 

25 Ce type de vecteur particulaire est capable d'encapsuler 

efficacement d« principes actifs notamment des agents cytotoxiques de 
nature variee, tout en presentant les memes caracteristiques que les LDL, 
notamment leur taiile et leur capacite a etre reconnues et internalisees par 
les cellules et par exemple preferentieliement par les cellules tumorales. 
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